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基础 研究 
聚 乙 二 醉 / 聚 己 内 酯 / 聚 乙 烯 亚 胺 载 胰岛 素 纳米 粒 的 体外 释 约 
性 能 
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摘要 :目的 合成 聚 乙烯 亚 胶 / 聚 已 内 酯 / 聚 乙 二 醇 / 聚 已 内 酯 / 聚 乙烯 亚 胺 (PELPCL-PEG-PCL-PEI) ,以 其 为 载体 制备 聚合 物 载 胰 
岛 素 (INS ) 缓 释 纳米 粒 , 考 察 和 优化 其 体外 释 药性 能 。 方 法 利用 迈克 尔 加 成 反应 合成 该 聚合 物 ,用 傅 里 叶 红 外 光谱 (FTIR) 和 
核磁 共振 氧 谱 (H-NMR ) 对 其 结构 进行 表征 ,荧光 探 针 法 测定 其 临界 聚集 浓度 (CAC); 采 用 溶剂 挥发 法 制备 聚合 物 载 INS 纳米 
粒 , 透 射电 镜 观 察 其 形态 ,激光 散射 法 测定 粒 径 及 多 分 散 指数 ,Bradford 法 测定 载 药 情况 并 考察 体外 释放 行为 。 结 果 以 
PEI10K-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEI10K 为 INS 载体 ,投药 比 为 40%wt 时 制备 的 载 INS 纳米 粒 药 物 利 用 度 最 大 , 包 封 率 为 
(57.23+0.25) %, 粒 径 为 175.30+19.51 nm,48 h 末 的 累计 释放 率 为 50.66%; 此 外 还 可 通过 调整 聚合 物 不 同 艇 段 的 比例 进一步 降 
低 药物 突 释 效 应 。 结 论 以 PELPCL-PEG-PCL-PEI 为 载体 制备 的 载 INS 纳米 粒 包 封 率 , 载 药 量 较 高 ,体外 释 药 缓 释 效 应 明显 旦 
PEI 的 引入 在 一 定 程度 上 有 助 于 减少 突 释 效应 。 

关键 词 : 聚 乙烯 亚 胶 / 聚 已 内 酯 / 聚 乙 二 醇 / 聚 已 内 酯 聚 乙烯 亚 腕 ;胰岛素 ; 纳 米粒 ;体外 释放 


Evaluation of in vitro insulin release from nanopatrticles assembled by polyethylene 


glycol, polycaprolactone and polyethyleneimine 
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Abstract: Objective To prepare insulin-loaded polymeric nanoparticles based on polyethyleneimine-polycaprolactone- 
polyethylene glycol-polycaprolactone-polyethyleneimine pentablock copolymers and evaluate its in vitro release of insulin. 
Methods Polycaprolactone-polyethylene glycol-polycaprolactone (PCL-PEG-PCL) triblock copolymer was synthesized by 
ring-opening polymerization method, and the pentablock copolymer was prepared by Michael addition reaction. The 
copolymers obtained were characterized by Fourier-transform infrared (FT-IR) spectroscopy and ‘H-NMR and their critical 
aggregation concentration (CAC) was measured by fluorescence technique with pyrene as the probe. Insulin-loaded polymeric 
nanoparticles based on the pentablock copolymers were prepared by solvent evaporation method that exploited the cationic 
nature of PEI-PCL-PEG-PCL-PEI to allow the formation of ionic complexes with anionic biomolecules such as insulin. The 
prepared nanoparticles were further characterized by Malvern laser particle sizer and transmittion electron microscopy (TEM). 
The drug loading, encapsulation efficiency and in vitro release profile of the nanoparticles were analyzed using Bradford 
method. Results Using copolymer PEI10K-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEI10K as the drug carrier the spherical nanoparticles 
prepared with an optimal insulin-coplymer mass ratio of 40% allowed the maximum insulin loading of (18.63+0.07)% and had 
an average particle size of 175.30+19.51 nm. The prepared nanoparticles was capable of sustained release of insulin for as long 
as 48 h in vitro, and the burst release could be minimized by incorporation of PEI in the triblock copolymer Conclusion The 
insulin-loaded polymeric nanoparticles based on the pentablock copolymers allow sustained release of insulin in vitro, and PEI 
can enhance sustained drug release and reduce burst drug release. 

Key words: PEI-PCL-PEG-PCL-PEL; insulin; nanoparticles; in vitro release 


胰岛 素 (INS) 是 治疗 糖尿 病 最 常用 和 最 有 效 的 药 
物 , 对 糖尿 病 的 治疗 有 着 不 可 替代 的 作用 , 且 使 用 过 程 
中 不 会 对 人 体 产生 特别 的 伤害 。 但 由 于 INS 自身 稳定 
性 差 , 口 服 或 者 其 它 非 注射 途径 给 药 后 易 被 胃 肠 道内 强 
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酸 \ 碱 以 及 消化 酶 破坏 或 降解 ,因此 生物 利用 度 较 低 "。 
近年 来 ,具有 良好 生物 相 容 性 、 生 物 可 降解 性 的 高 分 
子 材料 已 应 用 于 纳米 给 药 系统 ,利用 高 分 子 材料 的 优良 
性 能 使 之 成 为 INS 的 载体 在 一 定 程度 上 可 达到 以 下 目 
的 2 乓 :药物 经 高 分 子 载体 材料 包 埋 后 稳定 性 增加 ,可 
避免 药物 经 胃 肠 道 被 酶 降解 ;@ 形 成 的 纳米 给 药 系 统 可 
通过 细胞 间 通 道 或 被 消化 道 派 氏 淋巴 结 上 的 M 细 胞 大 
翘 而 增加 药物 吸收 ; 急 由 高 分 子 载体 材料 制 得 的 INS 组 
控 释 制剂 可 延长 降 血 糖 时 间 ,减少 给 药 次 数 ,提高 患者 
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顺应 性 。 本 课题 组 在 前 期 实验 中 以 聚 已 内 酯 (PCL) 与 
聚 乙 二 醇 (PEG ) 为 原料 合成 了 两 亲 性 仍 段 共 涌 物 ,试探 
性 地 考察 了 以 其 作为 INS 载 体 材料 时 对 药物 的 包 埋 效 
果 及 体外 释放 性 能 ,实验 证 明 该 载体 材料 对 INS 的 包 封 
率 较 高 但 存在 较 明 显 的 突 释 效应 & ,因此 为 降低 突 释 效 
应 并 改善 该 纳米 给 药 系 统 的 性 能 ,本 文 在 PEG PCL 链 
段 的 基础 上 引入 聚 乙烯 亚 腕 (Polyethyleneimine, PEI) 
般 段 ,合成 了 新 的 载体 材料 即 五 向 段 察 合 物 PEI-PCL- 
PEG-PCL-PEI。 

本 实验 首先 采用 开 环 聚合 法 合成 三 秽 段 聚 合 物 聚 
己 内 酯 聚 乙 二 醇 聚 已 内 酯 (PCL-PEG-PCL ) ,再 通过 迈 
克 尔 加 成 反应 将 丙烯 酰 化 的 三 嵌 段 聚合 物 接 枝 到 PEI 
的 伯 和 氨基 上 ,最 终 得 到 五 散 段 聚合 物 PEI-PCL-PEG- 
PCL-PEI; 以 该 聚合 物 为 药物 载体 材料 ,利用 溶剂 挥发 
法 制备 聚合 物 载 INS 纳 米粒 ,并 进一步 考察 了 该 纳米 粒 
的 理化 性 质 和 体外 释 药性 能 ,以 期 为 INS 的 制剂 开发 提 
供 参 考 。 


1 材料 和 方法 
1.1 仪器 与 试剂 

Malvern-3000Hs 型 光子 相关 光谱 仪 (英国 马尔 文 
公司 ),FA2204B 型 分 析 天 平 (上 海 佑 科 仪表 有 限 公司 )， 
DF101S 型 集 热 式 恒温 加 热 磁 力 搅 拌 右 (巩义 市 英 峪 予 
化 仪器 厂 ),DZF6050 型 真空 干燥 箱 ( 巩 义 市 英 峪 予 华 仪 
妖 厂 ) ,FD-1B-50 型 冷冻 干燥 机 ( 北 博 医 康 有 限 公司 )， 
RE-201D 型 旋转 蒸发 仪 ( 巩 义 市 英 峪 予 华 仪器 厂 )， 
Nicolet 6700 型 傅 里 叶 红 外 光谱 仪 (美国 赛 默 飞 世 尔 公 
司 ), Avance 了 40 型 核磁 共振 波 普 仪 (德国 布鲁克 公 
司 ) , RF-5301PC 型 获 光 检测 仪 (日 本 岛 津 公司 ) ， 
UV-1700 型 紫外 分 光 光 度 计 (日 本 岛 津 公司 ),Pico 21 
型 离心 机 (美国 赛 默 飞 世 尔 公 司 ),Avanti J26XP 型 高 速 
冷冻 离心 机 (美国 贝克 曼 公司 ),H-7650 型 透射 电子 显 
微 镜 (日 本 Hitachi 公 司 )。 

Ee- 己 内 酶 (a-CL, 纯 度 99% ,经 CaEH 干 燥 后 减 压 蒸 
馏 ) 聚 乙 二 醇 (PEG2000). 聚 乙烯 亚 腕 (PEI10000) 、 辛 
酸 亚 锡 、 此 均 购 于 阿拉 丁 公 司 ,胰岛 素 原料 药 ( 徐 州 万 
邦 ,批号 1503A17), 考 马 斯 亮 蓝 G-250(MYM 公 司 ), 透 
析 袋 (截留 相对 分 子 质量 8000~14 000, 科 吴 生 物 工程 有 
限 公 司 ), 水 为 去 离子 水 ,试剂 均 为 分 析 纯 。 
1.2 五 误 段 聚合 物 PEI-PCL-PEG-PCL-PEI 的 合成 
1.2.1 三 点 段 聚合 物 PCL-PEG-PCL 的 合成 采用 开 环 
聚合 法 合成 PCL-PEG-PCL 三 内 段 聚合 物 。 精 密 称 量 
适量 PEG2000 和 s-CL, 置 于 50 mL 的 干燥 圆 底 烧 瓶 中 ， 
以 1% s-CL 摩尔 质量 的 辛酸 亚 锡 作 为 催化 剂 进行 反 
应 。 反 应 装置 抽 真 空 通 氮 气 后 在 125 条件 下 油 浴 加 
热 搅 拌 反 应 24 h。 反 应 结束 后 向 反应 液 中 加 入 适量 二 
氧 甲烷, 再 逐 滴 滴 和 人 大 量 无 水 冷 乙 醚 中 沉淀 ,过 滤 ,收集 


白色 粉末 状 产物 。 重 复 上 述 纯化 步骤 3 次 后 将 产物 在 
40 %C 下 真空 干燥 至 恒 重 。 

1.2.2 丙烯 酸 酯 封 端 的 PCL-PEG-PCL 的 合成 将 上 述 
合成 的 三 租 段 聚合 物 PCL-PEG-PCL 置 于 50 mL 圆 底 
烧瓶 中 ,加 入 约 10 mL 甲 茶 搅 拌 至 完全 溶解 。 青 在 冰 浴 
条 件 下 分 别 加 入 三 乙 胶 和 丙烯 酰 氧 (反应 摩尔 比 为 三 乙 
胺 :丙烯 酰氯 :三 仍 段 聚合 物 PCL-PEG-PCL=4:4.2:1)， 
反应 装置 抽 真 空 通 氮气 后 在 80 "条件 下 油 浴 加 热 搅拌 
反应 8 h。 反 应 结束 后 ,反应 液 过 波 除 去 三 乙 胶 盐酸 盐 
结晶 。 滤 液 在 过 量 冷 正 己 烷 中 沉淀 , 抽 滤 ,收集 白色 粉 
末 状 产物 ,40 CC 真空 干燥 至 恒 重 。 

1.2.3 五 谋 段 聚合 物 PEI-PCL-PEG-PCL-PEI 的 合成 
利用 Michael 加 成 反应 合成 五 扔 段 聚合 物 。 按 投料 比 
称 取 一 定量 的 PEI10000 和 丙烯 酸 酯 封 端的 PCL- 
PEG-PCL 并 将 两 者 分 别 溶 于 约 7 mL 氧 仿 。 先 将 PEI 氧 
仿 溶 液 在 55 %C ,惰性 气体 氛围 中 搅拌 至 完全 溶解 ,再 将 
丙烯 酸 酯 封 端的 PCL-PEG-PCL 氯仿 溶液 逐 滴 加 入 上 
述 溶液 ,反应 装置 抽 真 空 通 氮 气 后 继续 在 55 CC 条件 下 
搅拌 回流 反应 24 h。 反 应 结束 后 , 降 至 室温 ,反应 液 用 透 
析 袋 (MWCO=8000~14 000) 在 三 氧 甲烷 中 透析 24D 以 
除去 未 反应 单 体 ,再 在 过 量 冷 石油 醚 中 沉淀 ,得 到 的 白 
色 沉 演 用 少量 二 氧 甲烷 溶解 后 逐 滴 加 入 去 离子 水 中 搅 
拌 过 夜 ,挥发 有 机 洲 剂 后 冷冻 干燥 得 白色 粘 稠 状 产物 。 
合成 路 线 如 图 1 所 示 。 

1.3 合成 产物 的 表征 

1.3.1 傅 里 叶 红外 光谱 (FTIR) 表 征 以 省 化 钾 为 分 散 
剂 ,将 纯化 后 的 合成 产物 于 室温 下 研磨 成 粉末 , 取 适 
量 样品 压 片 ,在 400~4 000 cm' 波 数 扫描 ,测定 红外 吸 
收 光谱 。 

1.3.2 核磁 共振 氨 谱 (CHNMR) 表 征 将 纯化 后 的 合成 
产物 溶 于 气 代 毛 仿 (CDC1;) ,以 四 甲 基 硅 烷 (TMS ) 作 为 
内 标 物 ,进行 'H-NMR 光谱 (400 MHz) 表 征 。 

1.3.3 临界 聚集 浓度 的 测定 采用 芷 英 光 法 测定 五 嵌 段 
聚合 物 的 临界 聚集 浓度 即 CAC 值 。CAC 值 是 表征 聚合 
物 自 组 装 特性 和 结构 稳定 性 的 重要 参数 。 配 制 4.8x 
10” g/L 的 此 -丙酮 溶液 适量 ,并 向 10 mL 西林 瓶 中 加 入 
125 pL 芷 -丙酮 溶液 ,振荡 揪 匀 ,50 % 鼓 风 于 燥 使 丙酮 挥 
发 殖 尽 ;以 1 gL 空 白 聚 合 物 纳米 浴 液 作为 母液 稀释 配 
置 0.5~5x10” g/L 共 9 个 不 同 质 量 浓度 的 聚合 物 溶液 ， 
分 别 向 丙酮 挥发 至 尽 的 西林 瓶 中 加 入 上 述 系 列 聚 合 物 
溶液 5 mL, 使 臣 的 终 浓 度 为 6x10” mol/L,65 恒温 水 
浴 3.5 bh, 室温 下 避 光 放置 过 夜 , 待 测 。 固 定 发 射 波长 
393 nm, 激 发 和 发 射 的 狭 缝 均 为 3 nm, 扫描 速度 为 
“super ,在 300~370 nm 扫描 系列 聚合 物 溶液 ,记录 不 
同 质量 浓度 的 聚合 物 溶液 在 337 nm 和 334 nm 处 的 殉 
光 强 度 z 和 yw, 并 以 3x13s 的 比值 对 聚合 物质 量 浓度 
的 对 数 作 图 ,所 得 曲线 中 低 浓度 区 域 的 水 平 切 线 和 中 间 
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1 五 散 段 聚合 物 的 合成 路 线 


Fig.l Synthetic scheme of the copolymers. A: PCL-PEG-PCL; B: PCL-PEG-PCL acrylated; C: PEI-PCL-PEG-PCL-PEI. 


浓度 区 域 的 切线 相交 于 一 点 ,该 点 对 应 的 聚合 物质 量 浓 
度 即 为 该 聚合 物体 系 的 CAC 值 。 
1.4 INS 的 含量 测定 
1.4.1 检测 波长 的 确定 将 一 定量 的 INS- 考 马 斯 亮 蓝 溶 
液 在 400~700 nm 波长 范围 内 进行 紫外 吸收 波长 扫描 ， 
获知 其 最 大 吸收 波长 在 595 nm 处 ;将 空白 聚合 物 纳米 
粒 深 液 在 相同 条 件 下 进行 紫外 吸收 扫描 发 现 无 明显 紫 
外 吸收 ,可 知 聚合 物 对 INS 的 检测 无 干扰 ,因此 建立 紫 
外 分 析 方 法 来 检测 聚合 物 载 INS 纳米 粒 中 INS 的 含量 
是 可 行 的 。 
1.4.2 标准 曲线 的 建立 精密 称 取 25.0 mg INS, 深 于 
0.01 mol/L HCI 深 液 中 , 定 容 至 25 mL, 配 成 浓度 为 
1.00 mg/mL 的 INS 母 液 ;分 别 吸取 母液 0.2.0.4.0.5.0.6、 
0.8、1.0.1.5.2.0 mL 至 10 mL 容量 瓶 , 并 用 0.01 mol/L 
HC1 溶 液 定 容 至 10 mL ,得 到 一 系列 不 同 浓度 的 标准 样 
品 ;准确 量 取 上 述 标 准 样 品 1.0 mL, 加 入 考 马 斯 亮 蓝 
G-250 试 剂 4 mL , 摇 匀 ,采用 0.01 mol/L HC1 深 液 同 法 
制 得 的 样品 为 空白 对 照 ,在 10 min~1l h 内 ,在 紫外 分 光 
光度 计 上 于 595 nm 处 测定 吸光 度 值 ,将 测 得 的 吸光 度 
值 与 对 应 的 INS 浓 度 关系 线性 拟 合 , 得 到 标准 曲线 回归 
方程 。 
1.5 载 INS 纳 米粒 的 制备 

采用 溶剂 挥发 法 制备 聚合 物 载 INS 纳米 粒 。 精 密 
称 取 适 量 INS, 溶 于 10 mL、0.01 molL 的 HCI 洲 液 , 然 
后 用 1 moWLNaOH 溶 液 调节 其 pH 值 至 5.5~6.0; 再 将 溶 
于 0.4 mL 二 氧 甲 烷 的 聚合 物 在 磁力 搅拌 下 逐 滴 滴 加 


(10 s/d) 至 上 述 胰 岛 素 溶液 ,室温 搅拌 一 段 时 间 后 于 
40 %C 条 件 下 持续 搅拌 2~3 h,4 .25 000 r/min 条 件 下 
离心 1h 并 收集 离心 沉淀 ,去 离子 水 洗涤 3 次 ,冷冻 干 
燥 , 即 得 聚合 物 载 INS 纳 米粒 。 同 法 制备 空白 纳米 粒 。 
1.6 包 封 率 及 载 药 量 的 测定 

分 别 将 不 同 投药 比 的 10 mL 空白 聚合 物 纳 米粒 深 
液 和 聚合 物 载 INS 纳米 粒 溶液 在 4 % .25 000 r/min 条 
件 下 离心 1h 后 收集 上 清 液 。 采 用 考 马 斯 亮 赣 G-250 染 
色 法 (Bradford 法 ) 测 定 INS 含量 ,再 根据 下 式 计 算 聚 
合 物 载 药 纳米 粒 的 包 封 率 和 载 药 量 。 

包 封 率 (EE%)=(INS 的 总 质量 -游离 INS 的 质量 )/ 
投药 总 质量 x100% 

载 药 率 (DL%)=(INS 的 总 质量 -游离 INS 的 质量 )/ 
纳米 制剂 总 质量 x100% 
1.7 INS-PEIIOK-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEIIOK 纳 
米 料 料 径 及 形态 的 表征 

采用 激光 粒度 仪 分 析 仪 对 聚合 物 载 药 纳米 粒 的 粒 
度 进行 表征 , 取 载 INS 纳 米粒 溶液 适量 ,稀释 使 之 充分 
分 散 后 检测 ;采用 透射 电子 显微镜 (TEM) 观 察 聚合 物 载 
药 纳米 粒 的 大 小 和 形态 , 取 适 量 聚 合 物 载 INS 纳 米粒 洲 
液 ,稀释 , 滴 于 碳 膜 铜 网 上 ,停留 2 min, 用 滤纸 吸 去 多 余 
的 溶液 , 滴 加 3% 磷 钨 酸 洲 液 负 染 2 min, 室 温 下 干燥 , 透 
射电 镜 观 察 ,拍照 。 
1.8 体外 释 药性 能 及 释放 机 制 考察 
精密 称 量 INS 原料 药 和 冷冻 干燥 后 的 聚合 物 载 
INS 纳米 粒 各 5 mg, 分 别 置 于 5 mL 的 PBS 缓 冲 液 
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(0.01 mol* 了 ,pH=6.0) ,再 放 和 人 50 mL 的 离心 管 ,于 37+ 
1 % 恒 温水 浴 , 80 r/min 匀速 搅拌 ,并 保持 漏 模 条件。 于 
预先 规定 的 时 间 点 取样 1 mL, 同 时 补充 等 量 等 温 的 新 
鲜 介 质 。 样 品 经 14 000 r/min 离心 30 min 后 取出 上 清 
液 测 定 INS 含量 ,计算 规定 时 间 内 的 药物 累计 释放 率 。 
每 个 样品 平行 操作 3 份 , 以 累积 释放 率 的 平均 值 对 时 间 
绘制 体外 累计 释放 曲线 。 此 外 ,以 PEIIOK-PCL4K- 
PEG2K-PCL4K-PEI10K 载 INS 纳米 粒 的 体外 释放 为 
例 , 将 其 各 取样 时 间 点 的 体外 累积 释 药 率 分 别 与 零 级 、 
一 级 Niebergull Hixcon-Crowell 等 7 个 释 药 模型 拟 合 ， 
考察 载 药 纳米 粒 的 体外 释放 行为 ,以 相关 系数 7 为 判断 
依据 ,相关 系数 r 越 接近 1, 则 拟 合 效果 越 好 。 
1.9 统计 学 分 析 

使 用 SPSS20.0 软 件 进行 统计 分 析 ,数据 用 均 数 +: 标 
准 差 表示 ,各 组 间 比 较 采 用 单 向 方差 分 析 , 以 P<0.05 视 
为 存在 统计 差异 。 


2 结果 
2.1 合成 产物 的 结构 及 性 质 分 析 
2.1.1 FT-IR 分 析 结 果 图 2A 中 1106 cm'、2867 cm 分 
别 为 三 骨 段 上 罕 合 物 中 PEG 链 段 C-O 键 的 伸缩 振动 峰 和 
C-H 的 伸缩 振动 峰 ,1725 cm1、3438 cm 处 分 别 为 PCL 
链 段 C=O 键 的 伸缩 振动 峰 和 末端 -OH 的 伸缩 振动 峰 。 
与 PCL4K-PEG2K-PCL4K 的 红外 光谱 相 比 ,丙烯 酸 酯 
封 端的 PCL4K-PEG2K-PCL4K 的 红外 图 在 1636 cm 
处 出 现 了 -C=C- 的 特征 峰 , 说 明 反 应 中 间 体 合成 成 功 。 
图 2C 中 3404 cm' 处 的 特征 峰 归属 于 PEI 上 氨基 的 伸缩 
振动 峰 , 红 外 图 谱 结果 与 聚合 物 的 预计 结构 一 致 。 同 
理 ,PEI10K-PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEI10K 按 同样 的 
方法 进行 红外 分 析 , 也 确证 得 到 了 相应 的 五 般 段 诊 合 
物 (图 3)。 
2.1.2 "H-NMR 分 析 结 果 如 图 4A 所 示 ,3.67 ppm 处 的 
峰 是 聚合 物 PEG 重 复 单 元 (-CH-CHO-) 中 亚 甲 基 氢 的 
寺 征 峰 ;5=4.08、.2.33、1.40.1.67 ppm 处 的 峰 均 为 已 内 酯 
开 环 后 5 个 亚 甲 基 氢 的 特征 峰 , 其 中 4.08 ppm 代 表 与 氧 
相连 的 亚 甲 基 氧 的 特征 峰 ,2.33 ppm 代 表 与 普 基 相连 的 
亚 甲 基 氧 的 特征 峰 。 图 4B 中 5=5.85 ppm 和 6.40 ppm 
处 出 现 了 -CH=CH: 的 两 个 B- 瑞 的 特征 峰 ,6.14 ppm 处 出 
现 了 -CH=CH; 的 a-H 的 特征 峰 , 说 明成 功 合成 出 了 反应 
中 间 体 即 丙 烯 酸 酯 封 端 的 PCL4K-PEG2K-PCL4K*”。 
而 图 4C 中 -CH=CH: 的 两 个 B- 世 的 特征 峰 和 o- 世 的 特 
征 峰 均 未 出 现 ,说 明 反应 第 三 步 的 产物 中 无 未 反应 
的 反应 中 间 体 ;5=2.50~2.86 ppm 处 出 现 了 PEI 单 元 
(C-NHCH2CH:-) 中 亚 甲 基 氢 的 特征 峰 , 均 说 明成 功 合成 
出 了 PEI10K-PCLAK-PEG2K-PCLAK-PEI10K""。 同 
理 , 采 用 相同 方法 对 PEI10K-PCL5K-PEG2K-PCL5K- 
PEI10K 进行 'H-NMR 表征 ,确证 得 到 相应 的 五 向 段 聚 
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图 2 五 岩 段 聚合 物 PEIIOK-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEIIOK 
合成 过 程 中 各 步 产物 的 红外 光谱 图 
Fig.2 Infrared spectra of the products during Synthesis of 
PEI10K-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEI10K copolymers. 4: PCL4K- 
PEG2K-PCL4K; B: PCL4K-PEG2K-PCL4K acrylated; C: PEI10K- 
PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEI10K. 
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图 3 五 散 段 聚合 物 PEIIOK-PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEI1OK 合 
成 过 程 中 各 步 产物 的 红外 光谱 图 
Fig.3 Infrared spectra of the products during synthesis of PEI10K- 
PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEI10K copolymers. A: PCL5K-PEG2K- 
PCL5K; B: PCL5K-PEG2K-PCL5K acrylated; C: PEI10K-PCL5K- 
PEG2K-PCL5K-PEI1OK. 


合 物 (图 5)。 此 外 ,还 可 通过 核磁 谱 图 计算 聚合 物 的 数 
均 相 对 分 子 质量 小, 由 于 PEG 的 相对 分 子 质量 已 知 ,五 
骨 段 聚合 物 中 各 组 分 的 数 均 相 对 分 子 质量 可 通过 聚合 
物 PEG/PEI 的 比例 和 聚合 物 PEG/PCL 的 比例 推算 得 
到 。 因 聚合 物 PEG/PCL 的 比例 可 从 PEG 中 乙 撑 基 团 
的 氧 原子 的 峰 面 积 (4H, 53.67 ppm, -CHCHO-) 和 了 PCL 
中 与 氧 相 连 的 亚 甲 基 氧 原子 的 峰 面积 (2H，84.08 
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ppm, -OCH;-) 计 算出 , 同 理 聚 合 物 PEG/PEI 的 比例 可 从 
PEG 中 乙 撑 基 团 的 氧 原子 的 峰 面 积 (4H，83.67 
ppm, -CHCHOD) 和 PEI 中 乙 撑 基 团 的 氧 原子 的 峰 面积 
(4H, 82.50~2.86 ppm, -CHCHNH- ) 计 算得 知 , 故 由 此 
推算 出 聚合 物 PEIIOK-PCL4K-PEG2K-PCL4K- 
PEI10K 和 PEI10K-PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEI10K 的 
相对 分 子 质量 分 别 为 32 550、30 299 ,与 理论 值 比较 
接近 。 


B CH=CH- 


6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 
6 (ppm) 

图 4 五 绕 段 聚合 物 PEIIO0K-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEIIOK 合 
成 过 程 中 各 步 产 物 的 核磁 谱 图 

Fig.4 ‘H-NMR spectra of the products during synthesis of PEI10K- 
PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEI10K copolymers. A: PCL4K-PEG2K- 
PCLAK; B: PCLAK-PEG2K-PCLAK acrylated; C: PEI10K-PCLAK- 
PEG2K-PCL4K-PEI10K. 


2.1.3 临界 聚集 浓度 分 析 PEIIOK-PCL4K-PEG2K- 
PCL4K-PEIIOK 和 PEI10K-PCL5K-PEG2K-PCL5K- 
PEI10K 的 CAC 值 分 别 为 10.96x10” g/L 和 8.13x10* g/L， 
当 PCL 链 段 增加 时 ,聚合 物 CAC 值 减 小 , 且 均 比 普通 小 
分 子 表面 活性 剂 的 CAC 值 低 3~6 个 数量 级 ,由 此 可 见 
该 五 藤 段 聚合 物 在 水 中 形成 纳米 粒 之 后 ,即使 在 很 低 的 
浓度 下 仍 能 保持 稳定 "”。 
2.2 INS 标 准 曲 线 的 建立 

按 1.4 法 将 一 系列 标准 样品 的 吸光 度 值 与 对 应 
的 INS 浓度 进行 线性 回归 ,得 到 标准 曲线 回归 方程 
y=0.0048x+0.1428, R=0.9976, 说 明 INS 浓度 在 10~ 
200 hg/mL 范围 内 时 ,浓度 与 吸光 度 的 相关 性 良好 。 
2.3 载 INS 纳 米粒 的 包 封 率 及 载 药 量 

以 PEIIOK-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEI1OK 为 载 
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图 5 五 肉 段 聚合 物 PEI10K-PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEI10K 
合成 过 程 中 各 步 产物 的 核磁 谱 图 

Fig.5 ‘H-NMR spectra of the products during synthesis of 
PEI10K-PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEI10K copolymers. A: PCL5K- 
PEG2K-PCL5K; B: PCL5K-PEG2K-PCL5K acrylated; C: PEI10K- 
PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEI10K. 


体 材 料 时 ,该 聚合 物 载 INS 纳 米粒 不 同 投药 比 组 间 的 包 
封 率 存 在 统计 差异 (P<0.05) ,不 同 投药 比 组 间 的 载 药 量 
存在 统计 差异 (P<0.05); 因 聚 合 物 载 药 纳米 粒 的 载 药 量 
更 能 反映 载体 对 药物 的 包 埋 状况 , 故 针对 载 药 量 而 言 ， 
聚合 物 载 药 纳 米粒 20% wt 投药 比 组 与 33% wt 投药 比 
组 之 间 的 载 药 量 存 在 统计 差异 (P<0.05),20% wt 投药 
比 组 与 40% wt 投药 比 之 间 的 载 药 量 存在 统计 差异 (P< 
0.05) ,33% wt 投药 比 组 与 40%wt 投 药 比 组 之 间 的 载 药 
量 也 存在 统计 差异 (P<0.05) ,同时 由 表 2 可 知 ,投药 比 
为 40% wt 时 ,相应 INS 制剂 的 载 药 量 最 大 , 故 选择 
40% wt 这 一 投药 比 进行 后 续 试 验 。 
2.4 PEIIOK-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEI1OK 载 INS 纳 
米粒 的 粒 径 和 形态 分 析 

PEI10K-PCLAK-PEG2K-PCL4K-PEI10K 载 INS 
纳米 粒 的 粒 径 为 175.30+19.51 nm, 多 分 散 指数 达 
0.415+0.115。 由 图 6A 可 知 上 述 载 INS 纳米 粒 呈 明显 
的 类 球状 结构 , 粒 径 为 80~140 nm, 分 散 性 较 好 。 
2.5 载 INS 纳米 粒 的 体外 释 药 性 能 及 其 机 制 考 察 

由 图 7 可 知 ,INS 原 料 药 4 后 累计 释 药 54.84%; 而 
PEIIOK-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEIIOK 载 INS 纳米 
粒 在 前 6h 处 于 快速 释放 期 ,INS 在 此 阶段 的 累计 释放 
量 也 仅 达 32.66% ,此 后 药物 释放 速率 逐步 趋 于 平缓 ， 
48 h 末 的 累计 释放 量 达 50.66%。 为 阐明 PEI 的 引入 可 
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表 1 PEI10K-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEI10K 载 INS 纳 米粒 的 包 封 率 与 载 药 量 
Tab.1 Encapsulation and drug loading efficiency of insulin-loaded polymeric nanoparticles (Mean+SD, n=3) 


Insulin/copolymer (mg/mg) Weight of copolymer (mg) Weight of insulin (mg) EE (%) DD (%) 

20% wt 20 4 52.43+1.28 9.49+0.21 
33% wt 12 4 59.59+2.85 16.57+0.66 
40% wt 10 4 $7:2340;25 18.63+0.07 


达到 降低 突 释 的 目的 ,合成 了 两 敬 段 察 合 物 mPEG5k- 
PCL20k, 因 与 上 述 五 巷 段 聚合 物 相 比 ,mPEG5Sk- 
PCL20k 中 PCL、PEG 舰 段 的 大 小 比例 同样 为 4, 以 该 两 
髓 段 聚 合 物 为 载体 制 得 的 载 INS 纳 米粒 在 突 释 阶段 的 
累计 释 药 量 明 显 多 于 前 者 。 此 外 ,采用 1.2 法 合成 并 制 
备 了 PEI10K-PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEI10K 载 INS 
纳米 粒 , 其 在 突 释 阶段 的 释 药 量 为 22.24%,48 h 末 的 累 
计 释 药 量 达 33.17%, 释 药 时 间 明 显 延长 。 


图 6 载 INS 纳米 粒 的 透射 电镜 图 


动力 学 拟 合 结果 表明 , PEI10K-PCL4K-PEG2K- 
PCL4K-PEIIOK 载 INS 纳米 粒 的 体外 释放 行为 与 
Weibull 模 型 .Riger-Peppas 模 型 和 Higuchi 模 型 的 拟 合 
效果 较 好 ,其 中 又 以 Weibull 模 型 的 拟 合 度 最 高 (r= 
0.9982) , 即 上 述 载 INS 纳米 粒 的 释放 符合 Weibull 模 
型 ,提示 该 INS 制 剂 的 药物 释放 存在 延迟 ,这 与 释 药 初 
期 (0~6 h) 释 药 速度 较 快 , 随后 药物 呈 持 续 释放 的 特点 
相符 合 "，。 


Fig.6 TEM micrographs of insulin-loaded polymeric nanoparticles based on PEI10K-PCL4K-PEG2K- 
PCL4K-PEI10K (A) and PEI10K-PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEIIOK (B) (Original magnification: x25 000). 
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图 7 INS 原料 药 与 不 同 聚 合 物 载 INS 纳米 粒 的 体外 累积 释放 率 
Fig.7 Release pattern of insulin and different insulin-loaded 
Polymericnanoparticles in vitro (Mean+S5D, n=3). 


3 讨论 

目前 ,将 PEI 及 接 枝 PEI 的 相关 骨 段 共聚 物 用 来 包 
埋 蛋 白 类 药物 的 研究 较 少 , 故 选 择 PCL-PEG-PCL 作为 
基础 链 段 , 接 枝 PEI 后 得 到 性 能 更 优异 的 五 谍 段 聚合 
物 忆 。 以 该 新 型 聚合 物 载 药 不 仅 能 增加 被 包 埋 药物 的 
稳定 性 ,还 可 通过 调节 聚合 物 亲 玻 水 扔 段 的 比例 .相对 
分 子 质量 大 小 等 因素 来 控制 药物 的 释放 速率 ,进而 改善 
药物 的 体外 释放 特性 例如 减少 突 释 效应 来 获得 较 理 想 
的 缓 控 释 制剂 。 

体外 释 药 实验 中 ,五 扔 段 聚合 物 载 INS 纳 米粒 的 体 
外 释 药 曲线 呈 两 个 释放 相 , 前 6h 存 在 突 释 效应 ,其 原因 
可 能 是 :Q) 释 药 初 期 ,制剂 内 部 包 埋 的 药物 与 释放 介质 
中 的 药物 浓度 差 较 大 ;已 溶解 或 粘 附 在 载 药 粒子 表面 
的 少量 药物 向 释放 介质 中 扩散 造成 突 释 效应 ,纯化 后 的 
聚合 物 载 药 纳米 粒 包 封 率 在 50% 左 右 即 可 证 实 。 此 后 
6~48 为 体外 释 药 的 缓 释 期 ,此 阶段 药物 释放 速率 相对 


201712.02121v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ, 2016, 36(1): 109-115 。 了 了 5 。 


恒定 , 因 载 体 材料 在 释放 介质 中 经 水 化 溶 胀 后 逐渐 形成 
水 化 膜 而 延缓 药物 释放 ,同时 由 于 载体 材料 体外 降解 速 
度 缓慢 ,直至 聚合 物 PEG 和 PCL 之 间 的 酯 键 发 生 断 裂 、 
酯 键 经 氨 解 作用 产生 酰胺 类 化 合 物 并 最 终 解 离 降解 成 
聚合 物 碎 片 呈 ,药物 才 释 放 完全 。 此 外 ,五谷 段 聚 合 物 
载 INS 纳 米粒 的 体外 缓 释 效 果 均 优 于 两 巷 段 聚合 物 载 
INS 纳 米粒 , 因 pH 值 的 变化 使 PEI 氨 基 发 生 质 子 化 带 正 
电 , 进 而 与 带 相 反 电 蓓 的 INS 通 过 静电 作用 聚集 成 核 ， 
与 此 同时 聚合 物 的 亲 距 水 般 段 在 溶剂 中 发 生 自 组 装 , 上 
述 载 药 内 核 被 亲 水 性 链 段 缠绕 成 过 后 形成 稳定 胶 束 , 药 
物 分 子 和 聚合 物 分 子 之 间 的 相互 作用 增强 ,造成 药物 突 
释 量 减 少 ;再 者 由 于 聚合 物 足 水 般 段 PCL 比例 增 大 后 ， 
载体 材料 蔗 水 性 增强 ,释放 介质 进入 制剂 内 部 受阻 因而 
延缓 药物 溶出 , 故 PCL 艇 段 的 朴 水 作用 以 及 药物 与 载体 
之 间 的 静电 作用 共同 造成 五 和 衣 段 聚合 物 载 药 纳米 粒 突 
释 量 减 小 , 缓 释 效 应 明显 。 

对 于 聚合 物 在 水 中 自 组 装 形成 粒子 形态 的 差异 ， 
有 研究 ”认为 聚合 物 亲 水 链 段 的 质量 比 或 体积 比 ( 们 ` 相 
对 分 子 质量 和 玻 水 链 段 与 水 的 有 效 参 数 (X) 是 决定 聚 
合 物 自 组 装 结构 的 重要 参数 。 也 有 研究 认为 亲 水 链 段 
体积 所 占 聚 合 物 分子 总 体积 的 百 分 系数 义 值 反 映 了 聚 
合 物 自 组 装 形成 的 粒子 形态 "”"" 。 本 文中 PEIIOK- 
PCL5K-PEG2K-PCL5K-PEI10K 载 INS 纳米 粒 的 体外 
绥 释 效果 明显 优 于 PEIIOK-PCL4K-PEG2K-PCL4K- 
PEI10K 载 INS 纳 米粒 , 因 增 大 了 琉 水 般 段 PCL 的 比例 
后 ,聚合 物 的 fi 值 减 小 ,PEI10K-PCL4K-PEG2K- 
PCL4K-PEIIOK 的 f, 值 为 0.73, PEI10K-PCL4K- 
PEG2K-PCLA4K-PEI10K 的 f, 为 0.69, 后 者 的 值 更 接 
近 于 圳 泡 的 范围 (0.20~0.42) , 故 推测 PEI10K-PCLA4K- 
PEG2K-PCL4K-PEI1OK 载 INS 纳 米粒 的 形态 为 聚 电解 
质 胶 束 ,PEIIOK-PCL4K-PEG2K-PCL4K-PEIIOK 载 
INS 纳 米粒 的 形态 则 更 接近 于 圳 泡 , 图 6B 中 后 者 的 圆 
形 双 层 膜 结构 明显 ,其 结构 稳定 性 更 强 "”, 包 封 率 
(61.30+0.31)% 更 高 , 均 可 造成 药物 释放 减缓 。 

本 文 制 得 的 五 向 段 聚合 物 载 INS 纳米 粒 理化 性 质 
较 好 , 包 封 率 和 载 药 量 较 高 ,体外 缓 释 效 应 明显 日 突 释 
阶段 药物 释放 量 减少 ,避免 了 短 时 间 内 迅速 大 量 释 药 而 
造成 患者 出 现 不 良 反应 , 故 有 一 定 的 应 用 前 景 。 此 外 ， 
改变 五 伐 段 聚合 物 中 不 同 驴 段 的 比例 ,并 以 相应 的 聚合 
物 为 药物 载体 ,考察 各 个 般 段 大 小 对 载 INS 纳 米粒 体内 
外 性 质 影响 的 研究 尚 在 进行 中 。 
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